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PRO CEDE D'OBTENTION DE POLYSACCHARIDES SULFATES 

La presente Invention est relative a 
l'obtention de polysaccharides sulfates de faible masse 
molaire par depolymerisation de fucanes extraits de Pheo- 
5 phycees . 

Les fucanes sont des polysaccharides sulfates, 
presents dans les parois cellulaires des thalles d'algues 
brunes . Le fucane brut extrait des thalles par extraction 
acide, est constitue d'une population heterogene de 

10 molecules de masse molaire moyenne elevee (100 000 a 
800 000 g/mol) , qui sont principalement des polymeres 
d' a-1 , 2-L-fucose-4-sulf ate . Cependant , les fucanes 
contiennent egalement une proportion non negligeable 
d'autres composants , en particulier des chaines d'acides 

15 uroniques, et des sucres neutres tels que du D-xylose, et 
du D-galactose, et du D-mannose. 

Les fucanes possedent differentes proprietes 
qui rendent particulierement interessante leur 
exploitation comme source de nouveaux principes actifs 

20 therapeutiques . II a ainsi ete montre qu'ils possedaient 
des activites anticoagulante, antithrombotique [T. 
NISHINO et T. NAGUMO , Carbohydr . Res. 229., p. 355-362, 
(1992) ; Demande EP 0403 377 ; S. COLLIEC et al . Thromb. 
Res. 64, p. 143-154 (1991) ; S. SOEDA et al . Thromb. Res. 

25 72, p. 247-256 (1993) ;], antivirale [M. BABA et al . J. 
AIDS, 3, p. 493-492, (1990)], antiangiogenique [R. 
HAHNEN3ERGER et A. M. JACKOBSON, Glycocon j ugate J., 8, 
350-353 (1991)] et anti-complementaire [C. BLOND IN et 
al., Molecular Immunology, 31, p. 247-253, (1994)]. II a 

30 egalement ete observe qu'ils pouvaient agir comme 
modulateurs de l'adhesion cellulaire [C.G. GLABE et al . , 
J. Cell Sci, 61, p. 475-490, (1983)], du relargage de 
facteurs de croissance [D.A. BELFORT et al . , J. cell. 
Physiol. 157, p. 184-189, (1993)], de la proliferation de 

35 cellules tumorales [M. ELLOUALI et al . , Anticancer 
Research, 13, p. 2011-2020 (1993) ; D.R.COOJtfBE et al . , 
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Int. J. Cancer, 39, p. 82-90, (1987)], et bloquer les 
interactions spermatozoide/ovule chez differentes especes 
[M.C. MAHONY et al . , Contraception, 48, p. 277-289, 
(1993) ; M.C. MAHONY et al . , Contraception, 44, p. 657- 
5 665, (1991)]. 

Maigre leur interet potentiel, et bien que 
certaines de leurs proprietes, (par exemple leur activite 
anticoagulante) soient connues depuis longtemps, les 
fucanes bruts n'ont pas ete utilises en therapeutique, a 
10 cause de leur masse molaire elevee et de leur 
heterogeneite, qui entrainent une mauvaise solubilite, 
qui rend tres difficile la caracterisation des 
preparations actives et leur obtention reproductible. 

Lors de travaux precedents , 1 ' equipe des 
15 Inventeurs a mis au point un procede de lyse menagee du 
fucane brut par hydrolyse acide (Demande E? 0403 377) , 
suivie de f ractionnement par filtration sur gel, qui 
permet d'obtenir des fractions polysaccharidiques de 
masse molaire inferieure ou egale a 20 000 g/mol. Ces 

2 0 fractions conservent les proprietes du fucane brut, 

telles que 1' activite anticoagulante et 1 ' activite anti- 
complementaire . 

Cependant, 1' hydrolyse acide suivie de 
f ractionnement ne permet d'obtenir les fractions de 
25 faibles masses molaires qu'avec un rendement mediocre 
(<10% du fucane brut de depart) ; en outre, la 
caracterisation des" fractions obtenues par hydrolyse 
acide revele une grande heterogeneite des polysaccharides 
en masse comme en composition chimique. 

3 0 Par ailleurs, il a ete montre qu'il etait 

possible d'obtenir des fractions polysaccharidiques de 
faible masse molaire et de composition constante a partir 
de I'heparine ou du dermatane sulfate, en mettant en 
oeuvre une reaction de depolymerisation radicalaire 
35 [VOLPI et al., J. Chromatogr. B Biomed. Appl . 622, p. 13- 
20, (1993) ; Anal. Biochem. 200, p. 100-107, (1992)]. La 
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reaction procede par la formation de radicaux libres, 
issus de la reaction d'un ion metallique (Cu 2+ ou Fe 3 + ) 
avec le peroxyde d ' hydrogene [G. VAN DEDEM et 
J.I. NIELSEN, Pharmeuropa, 3, 202-218, (1990)]. Ces 
5 radicaux libres sont tres reactifs et susceptibles de 
degrader, a pH neutre, les polysaccharides plus 
ef f icacement que l'hydrolyse acide. 

Les Inventeurs ont cherche a realiser la 
depolymerisation radicalaire d'une fraction de fucane de 

10 haute masse molaire (HMWF) par action du peroxyde 
d' hydrogene en presence d' acetate de cuivre. Les premiers 
essais effectues en se conformant au protocole decrit par 
VOLPI et al . ont conduit a 1 ' obtention de fractions de 
masses molaires inferieures a 20 000 g/mol et de 

15 compositions constantes. 

Cependant, pour - obtenir des fractions de 
masses molaires inferieures a 10 000 g/mol, il a ete 
necessaire de fractionner le produit de depolymerisation 
radicalaire, par exclusion sterique, avec pour 

20 consequence une perte de produit voisine de 50%. 

Les Inventeurs ont maintenant mis au point un 
nouveau procede de depolymerisation radicalaire, qui 
permet d* obtenir en une seule etape a partir du fucane 
brut, et avec un bon rendement, des fractions homogenes 

25 de masse molaire inferieure a 10 00 0 g/mol, sans qu'il 
soit necessaire de proceder a un fractionnement 
complementaire par exclusion sterique. 

La presente invention a pour objet un procede 
d' obtention de polysaccharides sulfates par 

3 0 depolymerisation radicalaire, caracterise en ce que : 

a) l'on additionne a un volume VI d'un melange 
reactionnel comprenant un fucane brut issu de Pheophycees 
a une concentration comprise entre 5 mg/ml et 10 0 mg/nil, 
et en presence d'un catalyseur metallique, un volume V2 

35 d'une solution de peroxyde d 1 hydrogene a une 
concentration comprise entre 5% et 3 0%, 1 1 addition etant 
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effectuee en continu et sous agitation pendant 0,5 heures 
a 10 heures, a un debit par minute compris entre Vl/1000 
et VI/ 10, et le melange reactionnel etant maintenu a un 
pH compris entre 6 et 8 par ajout continu de soude, et a 
5 une temperature comprise entre 40 et 70 

b) l'on recueille les polysaccharides 
resultant de cette depolymerisation. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
presente Invention, le fucane brut issu de Pheophycees 
10 est present dans le melange reactionnel a une 
concentration comprise entre 10 mg/ml et 50 mg/ml. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere 
de la presente Invention, on utilise une solution de 
peroxyde d'hydrogene a une concentration comprise entre 
15 5% et 20%, de preference de 1 • ordre de 9 a 10% et a un 
debit compris entre Vl/5.0 et Vl/500, de preference de 
1' ordre de V1/100. 

Des catalys'eurs metalliques utilisables pour 
la mise en oeuvre de la presente Invention sont par 
20 exemple ceux mentionnes dans le Brevet Europeen 221 S77 
au nom de OPOCRIN S.pA. LABORATORIO FARMACOBIOLOGICO . 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
presente Invention, le catalyseur metalligue est present 
dans le melange reactionnel a une concentration comprise 
25 entre 0,01 et 0,1 M, de preference entre 0,01 et 0,05 M. 

Le procede de depolymerisation radicalaire 
conforme a 1' Invention permet d'obtenir en une seule 
etape, sans fractionnement preparatif par chromatographie 
d' exclusion sterique, et avec un bon rendement, des 
3 0 fractions polysaccharidiques homogenes de masse molaire 
inferieure ou egale a 10 000 g/mol. 

Dans le cadre de I 1 expose de la presente 
invention, on entend par : "fraction homogene" une 
fraction qui, en chromatographie d' exclusion sterique 
3 5 haute performance, presente un seul pic principal 
representant une population majoritaire dans la 
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fraction ; 1 ' indice de polydispersite calcule a partir de 
ce pic donne une valeur comprise entre 1 et 2 . 

Avantageusement, le procede conforme a 
1 ' Invention comprend en outre une etape de 
5 chromatographic d'echange d'ions, qui peut etre effectuee 
soit avant, soit apres la depolymerisation radicalaire, 
et a 1* issue de laquelle on recueille la fraction qui, 
lorsque ladite chroma tographie est effectuee sur une 
colonne DEAE-Sepharose CL6B (PHARMACIA) , est eluee a une 
10 force ionique correspondant a une concentration en NaCl 
superieure a 0,8 M, de preference superieure a 1M. 

La presente Invention a egalement pour objet 
les fractions polysaccharidiques susceptibles d'etre 
obtenues par le procede conforme a 1' Invention, tel que 
15 defini ci-dessus. 

La presente invention sera mieux comprise a 
1 1 aide du complement de description qui va suivre, et qui 
se refere a un exemple d'obtention de fractions de 
polysaccharides sulfates a partir de fucanes extraits 

2 0 d'algues brunes , en mettant en oeuvre le procede conforme 

a la presente invention. 
EXEMPLE 1; 

MATERIEL DE DEPART : 

Trois preparations de fucane ont ete testees 
25 comme materiel de depart ; on les designe respectivement 
sous les abreviations suivantes : 

FS : Preparation de fucoidane de Fucus 
vesiculosus commercialisee par SIGMA FRANCE. 

EA : Extrait acide obtenu a partir 

3 0 d' Ascophyllum nodosum selon le protocole decrit par 

S. COLLIEC et al . [Phytochemistry , 35, p. 697-700, 
(1994) ] . 

PI : Fraction de haute masse molaire obtenue 
par traitement acide de EA, comme decrit dans la Demande 
35 de Brevet Europeen 403 377 (page 13, Exemple 1, b) A). 
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De-polymerisation radicalaire : 

600 mg de fucane et 80 mg d' acetate de cuivre 
monohydrate (0,02 M) sont dissous dans 20 ml d'eau 
bidistillee, dans un reacteur maintenu a 6CTC. Une 
5 solution a 9% (V/V) de peroxyde d'hydrogene est ajoutee a 
un debit de 12 ml par heure, et le pH est maintenu a 7,5 
par addition continue de NaOH 2M. La reaction est arretee 
au bout de 5 heures . Le pH est ajuste a 5 avec de 1 1 acide 
acetique, puis de la resine chelatante CHELEX® 100 

10 (BIORAD) est ajoutee afin d'eliminer le cuivre 
contaminant du milieu. Apres neutralisation par la soude 
0,1 M la solution est dessalee et lyophilisee. 
Caracterisation des fractions polvsaccharidicnies : 

Les masses molaires des differentes 

15 fractions de fucane ont ete determinees par 
chromatographie d' exclusion sterique haute performance 
(HPSEC), dans 0,15 M NaCl, 0,05 M NaH 2 P0 4 , pH 7, en 
utilisant une colonne LICROSPHER® Si3 0 0 (MERK-CLEVENOT) 
et une colonne HEMASEC® BIO4 0 (ALLTECH) . Les colonnes ont 

20 ete calibrees avec des etalons polysaccharidiques 
suivants : pullulanes : 853 000-5 800 g/mol (POLYMER 
LABORATORIES, INTERCHIM) , dextrane : 1 500 g/mol et 
melezitose : 522 g/mol (FLUKA) , sucrose : 342 g/mol et 
glucose : 18 0 g/mol {SIGMA) . Les resultats sont analyses 

25 en utilisant le logiciel CHROMSTAR® BRUKER [commercialise 
par MERK] . 

- La teneur en fucose a ete determinee par la 
methode cysteine-H 2 S0 4 [Z. DISCHE, Method Biochem, Anal. 
2 , p. 313-358, (1955) ] . 

3 0 - La teneur en acides uroniques a ete etablie 

en utilisant une modification de la methode m- 
hydroxydiphenyle-K 2 S04 [T.M.C.C. FILISETTI-COZZI et N.C. 
CARPI TTA, Anal. Biochem, 197, p. 157-162, (1991)] et en 
utilisant I'acide glucuronique comme etalon. 

3 5 L ■ interference d'hexoses neutres a ete evitee en 
utilisant du sulfamate de potassiuitt et en procedant a des 
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controles comprenant tous les reactifs a 1' exception du 
m-hydroxydiphenyle . 

- Le contenu en sulfate des fractions a ete 
determine par analyse elementaire du soufre (S%) , et en 

5 appliquant la relation suivante : pourcentage de groupes 
sulfate (%) = 3,22 x S%. 

- L ' azote a ete dose par analyse elementaire. 
Les quantites trouvees sont tou jours tres faibles . et 
aucune trace de la presence soit de fragments de 

10 proteines, soit d'acides amines, ou de sucres contenant 
de 1' azote n'a ete detectee. En consequence, les 
resultats du dosage sont donnes en azote pur (g/lOOg) . 

- La composition en sucres a ete determinee 
par chromatographie en phase gazeuse . 

15 - L'activite anticoagulants de chacun des 

echantillons de fucane a ete determinee par mesure du TCA 
(Temps de Cephaline Activee) en utilisant le kit TCA 
(ORGANON TEKNIKA) . 

100 |il d'un tampon de controle, ou bien d'une 

2 0 solution d'heparine a differentes dilutions (0 a 1 jug/ml) 

(H410, Institut Choay, SANOFI , 170 Ul/mg) ou de dilutions 
de fucane (0 a 50 [uig/ml) , sont melanges avec 100 jj.1 de 
plasma pauvre en plaquettes (PPP) et 100 \ll de reactif 
TCA. L ' ensemble est incube pendant. 3 minutes a 37 "C. Le 
25 temps de formation du caillot est mesure apres 1' addition 
de 100 \il d'une solution de CaCl 2 a 25 mM. 
RESULTATS 

Trois degradations ont ete realisees dans les 
memes conditions selon ie protocole decrit ci-dessus, a 

3 0 partir de PI, EA, et FS. 

Plusieurs prelevements ont ete ef f ectues au 
cours de la depolymerisation et analyses par HPSEC. 

Les profils chromatograpbiques au cours du 
temps sont representes sur la figure 1. On obtient en 3 0 
35 minutes une fraction de masse molaire 66 000 g/mol 
(figure 1A) . Ce produit n'est cependant pas suf f isamment 
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homogene (epaulement a 19 000 g/mol) . Entre 60 et 300 
minutes, le polysaccharide evolue vers un produit de 
masse molaire 9 000 g/mol qui possede cette fois un 
profil chromatographique homogene (figure 1H) . 

Les resultats sont rassembles dans le 
tableau I ci-dessous. Les fractions obtenues, au bout de 
3 00 minutes a partir de, PI, EA, et FS, sont 
respectivement denommees DRP1, DREA, et DRFS . 

Le taux d'acides uroniques des fractions 
issues des depolymerisations diminue alors que le taux de 
fucose varie peu (tableau I) . Par contre le taux de 
sulfates de DRP1 et DRFS augmente fortement mais reste 
constant dans le cas de DREA. 
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EXEMPLE 2 : 

Le materiel de depart est un extrait acide EA, 
obtenu comme 1' extrait acide utilise a I ' exemple 1. 
Depolvmerisation radicalaire : 
5 4,5 g de fucane brut EA sont dissous dans 

150 ml d'une solution 0,02 M d' acetate de cuivre 
monohydrate dans un reacteur maintenu a 60 *C. Une 
solution a 9% (V/V) de peroxyde d'hydrogene est ajoutee a 
un debit de 1,5 ml par minute, pendant 5 heures . Le pH 

10 est maintenu a 7,5 par addition continue de NaOH 2N. Le 
pH est ajuste a 5 avec de 1' acide acetique puis de la 
resine chelatante CHELEX® 100 (BIORAD) est ajoutee, afin 
d'eliminer le cuivre contaminant du milieu. Apres 
neutralisation par la soude 0,1 H la solution est 

15 dessalee et lyophilisee. 

Les resultats de la reaction de 
depolymerisation sont resumes dans les tableaux II et III 
ci-dessous. Le produit de la depolymerisation est denomme 
EADR. 

2 0 TABLEAU II 



EA 

(g) 


EADR 

(g) 


Rendement 
(g/lOOg) 


Mc 
(g/mol) 


4,5 


2,0 


44 


6400 



TABLEAU III 



Nom 


Acide 
uronique 


Fucose 


-S0 3 Na 


Azote 


MC 


Activite 
anti- 
coagu- 
lants 


EA 


5,7 
(±0,4) 


31,3 
(±0,1) 


26,1 
(±0,1) 


0,2 


566 000 


9,1 
(±2,0) 


EADR 


1,2 
(±0,1) 


40,0 
(±0,2) 


31,4 
(±0,2) 


0,1 


6400 


6,8 
(±1,0) 
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Les teneurs en acide uronique, fucose, -SC^Na, et azote, 
sont exprimees en g/lOOg ; Mc est exprimee en g/mol 
1* activite anticoagulante est exprimee en Ul/mg 
Fractionnement par chromatoqrapfaie d'echanae d'ions 
5 1 g de EADR a ete fractionne par 

chromatographie d'echange d'ions sur une colonne 
(2,6 x 5 x 40 cm) de DEAE SEPHAROSE® CL6B (PHARMACIA) . 

L'elution a ete effectuee a la vitesse de 
1,6 ml/mn, d'abord avec de l'eau, puis avec un gradient 

10 lineaire (0 a 2M)de NaCl . L'elution a ete suivie a 1 ' aide 
d'un detecteur conductimetrique (IBF) ; la figure 2 
represente un profil d'elution. 

Deux fractions (EADREI1 et EADREI2) 
correspondant a la partie recueillie par elution du 

15 gradient en NaCl ont ete collectees, respectivement a des* 
forces ioniques correspondant a 0,75 M NaCl, et 1,5 M 
NaCl. 

Les caracteristiques de ces fractions sont indiguees dans 
le Tableau IV ci-dessous. Les teneurs en acide uronique, 
20 fucose, -SC^Na, et azote, sont exprimees en g/lOOg ; Mc 
est exprimee en g/mol ; l f activite anticoagulante est 
exprimee en Ul/mg 



TABLEAU IV 



NOITl 


Acide 
uro- 
nique 


Fucose 


-S0 3 Na 


Azote 


Mc 


Activite 
anti- 
coagu- 
lante 


EADREI1 


2,2 
(±0,5) 


6,2 
(±0,3) 


12,8 
(±0,1) 


0,4 


2500 


0,5 
(±0,2) 


EADREI2 


1,2 
(±0,1) 


56,7 
(±0,2) 


35,5 
(±0,2) 


traces 


7200 


11,3 
(±2,0) 



La fraction EADREI1, recueillie a faible force 
25 ionique presente un taux d'acides uroniques eleve et une 
activite anticoagulante relativement faible. Au contraire 
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EADREI2 est plus riche en groupements sulfates et en 
fucose, et son activite anticoagulante est plus 
importante . 

EXEMPLE 3 : Comparaison des proprietes des fractions 
5 obtenues par un procede conforme a l f Invention, avec des 
fractions de meme masse molaire obtenues par kydrolyse 
acide 

Les fractions DREA et Q3 ont toutes deux ete obtenues a 
partir d'une preparation de fucane brut EA. 
10 La fraction DREA a ete obtenue par le procede de 
depolymerisation radicalaire conforme a 1' Invention, dans 
les conditions decrites a l'Exemple 1. 

La fraction Q3 a ete obtenue par hydrolyse acide (H2SO4 
IN, 45 *C, 9 0 minutes) du fucane brut EA. 
15 Les caracteristiques de ces fractions sont indiquees dans 
le Tableau V ci-dessous. 
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TABLEAU V 



Norn de la fraction 


DREA 


Q3 


Rendemen t ( g / 1 0 0 g ) 


47 


10 


Acide uronique 
(g/lOOg) 


2 . 6±0 , 1 


4, 8±0,4 


Fucose (g/lOOg) 


3 6 , 4±0 , 1 


43,3±0,1 


-S0 3 Na (g/lOOg) 


29,7+0,5 


27,3±0,2 


Azote (g/lOOg) 


0,1 


0,1 


Mc (g/mol) 


8300 


9300 


I (Mp/Mn) 


1,8 


1,4 


Activite anti- 
coagulante (Ul/mg) 


8, 2±1 


4,2±1 
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REVINDICATIONS 

1) Procede d'obtention de polysaccharides 
sulfates par depolymerisation radicalaire, caracterise en 
ce que : 

5 a) I 1 on additionne a un volume VI d'un melange 

reactionnel comprenant un fucane brut issu de Pheophycees 
a une concentration comprise entre 5 mg/ml et 100 mg/ml, 
et en presence d'un catalyseur metallique, un volume V2 
d'une solution de peroxyde d'hydrogene a une 

10 concentration comprise entre 5% et 30%, l'addition etant 
effectuee en continu et sous agitation pendant 0,5 heures 
a 10 heures, a un debit par minute compris entre VI/ 10 00 
et Vl/10, et le melange reactionnel etant maintenu a un 
pH compris entre 6 et 8 par ajout continu de soude, et a 

15 une temperature comprise entre 40 et 70 *C. 

b) l'on recueille les polysaccharides 
resultant de cette depolymerisation. 

2) Procede selon la revendication 1, 
caracterise en ce que le fucane brut est present dans le 

2 0 melange reactionnel a une concentration comprise entre 
10 mg/ml et 50 mg/ml. 

3) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2 , caracterise en ce que 1 * on utilise 
une solution de peroxyde d'hydrogene a une concentration 

25 comprise entre 5% et 2 0%, et a un debit compris entre 
Vl/50 et Vl/500. 

4) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 3 caracterise en ce que le catalyseur 
metallique est present dans le melange reactionnel a une 

30 concentration comprise entre 0,01 et 0,1 M. 

5) Procede selon une quelconque des 
revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'il comprend en 
outre une etape de chromatographie d'echange d'ions, qui 
peut etre effectuee soit avant, soit apres la 

35 depolymerisation radicalaire, et a 1' issue de laquelle on 
recueille la fraction qui, lorsque ladite chromatographie 
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est effectuee sur une colonne DEAE Sepharose CL6B , est 
eluee a une force ionique correspondant a une 
concentration en NaCl superieure a 0,8 M, de preference 
super ieure a 1M. 
5 6) Fraction polysaccharidique de masse molaire 

inferieure ou egale a 10 000 g/mol, caracterisee en ce 
qu'elle est susceptible d'etre obtenue par le procede de 
depolymerisation radicalaire selon une guelconque des 
revendications 1 a 5 . 
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